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La presence invention a pour objet une composition cosmetique 
a base d'un complexe enzymatique a action hydrolysante sur 
l'AMPc, et son utilisation notamment dans le controle de la 
pousse des poils. 

II a ete demontre ces dernieres annees le role regulateur de 
1- adenosine 3 ' , 5 • -monophosphate cyclique (AMPc) dans le raeta- 
bolisme cellulaire. Ce cyclophosphate se trouve dans presque 
toutes les cellules animales. L'AMPc est forme dans la cellule 
a partir de 1' adenosine triphosphate par 1 'adenyl-cyclase sous 
1' influence hormonale. L'AMPc est ensuite hydrolyse par un 
autre groupe d'enzymes de type phosphodiesterasique. II a ete 
demontre que l'activite cellulaire depend de la concentration 
de 1 1 AMPc ("Cyclic AMP" par R.W. Butcher et E.W.Sutherland, 
Academic Press, New York, 1971). On a pu prouver que 1' augmen- 
tation de la concentration de l'AMPc entraine 1 ' augmentation 
des fonctions sepcifiques de la cellule tandis que la diminu- 
tion de cette concentration freine ces memes fonctions. 

Plus recemment on a etabli la presence dans la peau humaine 
et animale de l'adenyl cyclase et de la phosphodiesterase 
(PDE) (Mier and Urselman, Br. J. Derm., 359,1970). 
L'activite phosphodiesterasique a ete trouvee dans presque 
tous les tissus animaux Studies et dans certains tissus vege- 
taux. Les essais de purification de cet enzyme se sent heurtes 
a 1 'observation de formes multiples selon le tissu ou la metho- 
de utilisee ; d ' autre part, lors de la purification, le produit 
final perdait sa stability. Jusqu'a ce jour, il n'existe pas 
de oreuve scientifique montrant si l'AMPc est implique dans 
le mecanisme de la pousse du poil. 

On a maintenant trouve qu'un complexe anzymatique ayant une 
action hydrolysante sur l'AMPc, obtenu par extraction du cer- 
veau, lors de son application locale sur la peau, freine 
cubstanticllement la repousse du ? oil et peuL etre utilise 
en cosmetique. 

La prcsente invention a done pour objet 1'applicatiori en cos- 
metique d'un complexe enzymatique a action hydrolysante sur 
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1'AMPc, et en particulier son utilisation dans le controle 
de la pousse des poils. 

Ce complexe enzymatique, doue d'activite phosphodiesterasique, 
existe en tres faible quantite dans la plupart des tissus 
animaux et vegetaux, la concentration la plus elevee se trou- 
vant dans le cerveau des mammiferes. 

Son extraction oeut etre effectuee de maniere connue, par 
exemole a partir de tissus d' animaux selon la methode de R.W. 
Butcher et E .^Sutherland (J.Biol .Chem. vol 237, n°4, avril 
- . ^„^-^^ „&i-hnria nrmRisfce a brover a basse 

1 yt)^ , ¥ . 1 4H<i--)\l ) . v,o i~^v- •- 

temoerature dans une solution tampon un tissu animal fralche- 
ment oreleve, filtrer, centrifuger , filtrer a nouveau, et 
precipiter le filtrat par une solution de sulfate d' ammonium 
saturee. Les operations de filtration et de precipitation peu- 
vent etre repetees et le precipite peut etre soumis a d'autres 
ourifications habituelles des proteines, puis lyophilise. 
Le meilleur rendement est obtenu a partir du cerveau de boeuf 
ou de mouton. Le complexe enzymatique peut aussi §tre isole 
des vegetaux, notamment des algues, mais avec un faible ren- 
dement (Razzel W.E., Biochem. Biophys. Ees. Comm. 22, 243, 
1966 et Harvey C, Coll Biochem. 6, 3689, 1967). 

complexe enzymatique utilisable selon 1' invention, est carac- 
terisable oar son activitS phosphodiesterasique hydrolysante 
sur 1'AMPc* qui oeut etre dosee par la methode de Cheung (Biochim. 
Biophys. Acta, 191, 1969, p. 303). I/unite enzymatique est de- 
fin'ie comme la quantite provoquant la destruction d'un micromole 
d'AMPc par minute a 30°. L'activitS du complexe enzymatique obtenu 
sous forme lyophilisee est de 1'ordre de 0,1 a 0,4 unites par 
mg . 

I/exe*ole suivant illustre une methode detention du complexe 
enzymatique a action phosphodiesterasique hydrolysante sur 
1 ' AMPc . 
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Exemple de preparation 

150 g de tissu du cerveau de mouton fraichement preleve apres 
nettoyage est broye a basse temperature (4°C) avec un broyeur 
du type mixer dans 300 ml d'une solution tampon a base de 
trc.fithar.ine ("Tria") de pH7,5 (Tria. HCl pH 7.5 20mM, Mg Cl, 
lmM,2-merca P to-ethanol 3mM, EGTA 0,lmM).<EGTA = ethyleneglycol 
bis -(2-arainoeth y lester) NN'tetraacetic acid). 
Apres filtration, le filtrat est centrifuge deux heures a 
20.000 tours et le surnageant est de nouveau filtre sur 
laine de verre. Le filtrat est ensuite precipitg lentement 

. a„ ^nifafp il 'ammonium sature (1:1) a pH 1,5. 

aans une suiuliuu — — 

Apres agitation pendant trente minutes, il est de nouveau sou- 
mis a la centrifugation pendant trente minutes a 20.000 tours 
minute. Le precioite est ensuite redissous dans le tampon 
tromethamine (Tria) et dialvse deux fois (huit heures) centre 
deux litres de tampon. Apres congelation, le dyalisat est 
soumis a la lyophilisation. Le lyophilisat ainsi obtenu reste 
stable pendant plusieurs mois a -20 °C. 

Le dosage de 1'activite phosphodiesterasique de ce lyophilisat 
sur 1'AMPc par la methode de Cheung a montre que cette actxvxte 
etait de 0,3 unite par mg. 

On obtient 150 mg de produit lyophilise. 

Le comolexe enzymatique hydrolysant 1'AMPc (ci-apres CEH) a 
ete soumis a une etude experimental sur 1' animal puis sur 
la f eirane . 

Plusieurs series d • experiences ont ete entreprises sur 36 rats 
male;; et 56 fcmellcs ainsi que sur 8 lapins. 

La technique a ete la suivante : 
, on effectue une epilation h la cire symetriquemeni. sur les 
cK>ux cStes de 1' animal, un cote servant de temoin et 1' autre 



2485927 



4 



10 



a tester les differents produits utilises qui penetrent par 
ionisation grace a une electrode a rouleau en Sponge branchee 
sur un appareil galvanique. 

Cette eponge est humectee avec le produit S tester. 

5 Amperage : 1 mil Hamper e . 

Temps de ionisation : 1 minute. 

Les produits appliques ont ete successivement : 

1. Complexe enzymatique hydro lysant (CEH) dans une solution 
tampon a pH 7,2. 

2. Trypsine pure (lmg/ml) a titre de comparaison. 

3. Trypsine pure (lmg/ml). 

4. CEH (5mg/ml) + trypsine (lmg/ml). 

5. CEH (2mg/ml) + imidazole (2mg/ml) . 

Pour determiner 1' action de ces differents produits sur la 
15 repousse du poll, nous avons : 

a) examine tous les 2 jours la repousse des poils des 2 
c6tes et fait des photographies au 8eme et au 14eme jours 
apres epilation. 

b) epile a la main 50-100 poils des cotes traites et 50-100 
20 poils du cote temoin, et pese les poils aux I3eme, et 

31 erne jours apres epilation. 

c) pratique des biopsies suivies de coupes histologiques 
examinees au microscope optique et certaines au microscope 
electronique . 



25 



Le tableau suivant (N°l) rapporte les resultats obtenus par 
la mSthode de mesurc du poids du poil apres application du 
CEH ou d'autres enzymes comme la trypsine (avec ou sans imi- 
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Corane on peut constater d'apres ce tableau, le CEH a une 
action freinatrice nette sur la repousse du poll. 
La repousse est d'abord retardee, le poll est plus petit 
(50 a 60S par rapport aux temoins) et le nombre de polls par 
surface a nettement diminu§. 

L 1 autre enzyme utilise, la trypsine n'a pas cette action frei- 
natrice et son addition n'augmente pas 1' action de CEH. 

Dans aucune des experiences on n'a constate des effets toxiques 
/^n allproisants. 



Compte-rendu des coo rds histoloaiques . 

Coupe de la P eau des rats temoins 4 jours apres epilation : 

Coupe n» 1 : La coupe histologique montre un certain nombre 
de follicules pileux en activite avec image de 
croissance des poils ; certains d'entre eux 
atteignant 1' Epithelium malpighien. 

Coupe n° 3 (grossissement plus fort) : Cette coupe montre des 
images de croissance pilaire avec glandes seba- 
cees bien developpees appendues a la gaine du 
poil. 

L'un des poils a presqu' atteint 1' epithelium 
malpighien. 
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Coupe de la peau des rats traites 4 jours apres epilation 
(traitement avec CEH) : 

Coupe n° 2 : La coupe montre quelques follicules pileux peu 

developpgs, situes profondement dans le derme et 
sans image de croissance pilaire. Les follicules 
pileux et 1" epithelium malpighien sont separes 
par une "zone vide". 

Coupe n° 4 : ( gross issement plus fort) : On observe 2 folli- 
cules pileux situes profondement dans le derme 
sans connection avec l 1 epithelium malpighien. 
On volt une section oblique de poll curorgant S 
peine sa croissance. 

En resume, retard important de la pousse par rapport au temoin. 
Coupe de la peau des lapins temoins 4 jours apres epilation s 

Coupe n° LI : Presence de follicules pileux actifs avec polls 
atteignant la surface epitheliale. 
Rares glandes sebacees. 

Coupe de la peau des lapins traites 4 jours apres epilation 
(traitement avec CEH) : 

Coupe n° L2 : Les follicules pileux montrent par place des 

zones claires evoquant une vacuite de la gaine 
du poil. 

Ces zones claires sont evidentes dans les 3 
elements observes. 

On remarque la presence de cellules adipeuses 
nombreuses et situecs assez haut dans le derme. 
(Ces cellules sont ordinairement situees plus 
profondement dans 1 1 hypoderme ) . 

On peut emcttre 1' hypo these d'une degenerescence 
graisscuse des cellules des follicules pileux. 



Coupe n° L3 : M£me aspect. 

Avec cellules adipeuses. 
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coupe de la peau d» 1 » P in traite avec CEH au microscope 
electronique . 

Coupe MEl : La coupe represente un poll dans sa galne coup§e 
longitudinalement . 

La partie peripherique du poll entourant la mobi- 
le apparait homogene et foncee. 

Coupe ME2 : L ' image represente des cellules de la gaine du 
poll adjacente a un poll dont on voit la partie 
peripherique a droite. (On reconnait cette partie 
. Q n c<= rpnnrtant 3 MEl) . 

On observe dans la cytoplasme des cellules de 
nombreuses inclusions lipidiques (22 dans le champ) 
evoquant une degenerescence graisseuse. 

Coupe ME3 : On observe un macrophage situe a proximite d'un 
poll. Ce macrophage d' aspect actif et inhabituel 
a cet endroit presente de nombreuses microvillosi- 
tes a sa surface et a l'interieur de nombreuses 
inclusions lipidiques (14). 

Cet aspect indique une activite macrophagique 
intense au depend du materiel lipidique. 
II est vraissemblable que ces lipides proviennent 
de la degenerescence graisseuse des cellules de 
la gaine du poll voisin. 



Conclusion . 

L ' etude histologique de la coupe des peaux des rats et des 
lapins montre un net retard de la croissance du poll. 
L'observation des signes d'une degenerescence graisseuse des 
cellules des follicules pileux, confirmee par 1' etude au 
microscope electronique, pourrait etre mise en relation avec 
lc retard observe dans la rcooussc du poll. 
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Etude ex perimentale sur la p eau de la Ferome. 

L ' etude experimentale de l'effet de CEH en comparison avec 
la trypsine a ete faite sur dix femmes. Ces patientes ont 
ete choisies parmi celles qui n'ont pas reagi aux autres 
5 traitements connus. 

Aores epilation a la cire, les substances utilisees etaient 
diluees dans une solution tampon a P H 7,8 et appliquees sur 
la peau en ionisation avec une electrode a rouleau reliee 
au p61e negatif de l'appareil galvanique. 
10 Get appare-n produit un courant continu au maximum de 2 milli- 
amperes avec toutes les 10 secondes une inversion du courant 
de* 1 seconde permettant la depolarisation et de ce fait une 
meilleure penetration des substances. 

Les substances utilisees etaient les suivantes : 
15 CEH (10 mg) + imidazole (10 mg) (dans 10 ml) 

CEH (10 mg)/l0 ml 
CEH (20 mg)/10 ml 

trypsine a 15 mg/10 ml (comparaison) 
trypsine a 50 mg/10 ml (comparaison) 

20 Alors que l'on n'a observe aucune action de la trypsine, 
on a pu constater que le CEH a 10 mg/10 ml a retarde la 
repousse du poll. L'effet du CEH a 20 rag etait plus fort. 
Les polls repoussent plus fins et disparaissent dans certaines 
zones. Apres trois seances, on a observe une amelioration de 
25 50%. Le retard de repousse du poll etait tel que les seances 
ont pu Stre cspacees de 1 mois a 2 mois. Dans certains cas 
d'hirsutisrae generalise, on a observe une disparition de 
polls, sur les jambes ou sur la ISvre superieure. Aucune mani- 
festation toxique ni allergique n'a ete constatee. 
30 Compte tenu des etudes experimental relatees ci-dessus, le 
nnmplexe enzymatique 3 activite hydrolysante sur l'AMPc (CEH) 
pout Stre utilisee en cosmetique, en composition avec les 
' infnnt-q t-nnimies usuels, nDtamment pour empechcr ou rctar- 
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der la pousse des poils, 

Le CEH sera applique apres epilation, de preference a l'aide 
d'un appare.il a ionisation, sous forme d'une solution aqueuse, 
en particulier une solution tampon ayant un pH 7 a 8, a des 
concentrations allant de 1 a 20 g/1, surtout de 2 a 5 g/1 
(basees sur un CEH lyophilise ayant une activite d' environ 
0,3 unite enzymatique tel que definie plus haut) . 

On oeut aussi 1'utiliser sous d'autres formes, par exemple 
sous forme de cremes ou de gels contenant de 0,1 a 2* de CEH, 
par exemple 0,2% , ainsi que les excipients usueis, ou en 
pulverisation sous pression. 

L' application se fera par exemple en ionisation oar seances 
mensuelles ou tous les 2 ou 3 mois, suivie d'uhe application 
de creme, ou de gel ou de pulverisation immediatement apres 
epilation (au cours des 2 ou 3 jours suivants) , selon les 
besoins . 



Exemple de Gel 

CEH • °' 2 9 

"Carbopol 930" (carboxymethylene) . 3 g 

Triethanolamine 3 g 

palmitate d'isopropyle 5 9 

Conservateur 0f3 g 

Gluconate de magnesium - 0 / 1 9 

Gluconate de calcium °' L 9 

„ c 0 , 3 g 

100 g 

Eau qsp - • • • 
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Exemple de Creme 



Stearine 4 9 

Stearate de glycerol 4 g 

Alcool cetylique 1 9 

5 Huile minerale 10 9 

Huile d'amandes douces 5 g 

Palmitate d'isopropyle 10 9 



Lecithine soja 

Lanoline 

10 Triethanolamine 



Conservateur 0 ' ^ 9 

Par f urn °' 2 9 

Gluconate de Mg 0/ 1 9 

15 Gluconate de Ca 0 # 1 g 
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Revendi cations 



1 Composition cosmetigue a base d'un complexe enzymatigue 
faction hydrolysante sur 1-JUPc et d'excipients topigues 
usuels - 

2. Composition cosmetigue selon la revendication 1, caracte- 
risee par le fait que le complexe enzymatigue a ete extraxt 
de tissus animaux fraichement preleves par broyage, filtra- 
tion, centrifugation. nouvelle filtration et precipitation 
n„r «n. solution de sulfate d'ammonium sabzree, le. opera- 
^ons de filtration et de precipitation pouvant etre repels, 
et lyophilisation du produit obtenu. 

3 Composition cosmetigue selon la revendication 1 ou 
indication 2, caracterisee par le fait gue le complexe en y 
raa tigue a action hydrolysante a 1'etat lyophil.se a une act, 
vite enzymatigue sur 1'AMPc de 1'ordre de 0,1 a 0,4 unites 
par mg. 

4 composition cosmetigue selon 1-une guelcongue des revendi- 
u F rf , f . ^ mi'elle se presente 

cations 1 a 3, caracterisee par le fait gu elle P 

sous forme d'une solution agueuse contenant de 1 a 20 g/1 
complexe enzyraatique . 

5 Composition cosmetigue selon la revendication 4, caracte- 
risee oar le fait gue la solution est une solution tampon 
ayant un pH de 7 a 8 - 

6. Composition cosmetigue selon la revendication 5, caract*- 
ri se oar le fait gue la solution contient de 2 a 5 g/1 de 
complexe enzymatigue ayant une activite d'environ 0,3 unite 
enzymatique. 

' 7 . composition cosmetigue selon 1'une guelcongue des reven- 
dication. 1 a 3, caracterisee par le fait gu'eile se P r sen 

sous forme de crSme ou de gel contenant de 0,1 a 2, de complexe 

enzyniatique . 
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8. Composition cosmetique selon 3a revendication 7, caracte- 
risee par le fait qu'elle contient environ 0,2% de complexe 
enzymatique . 



